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 (n = 4; 4,5) 
с толщиной от 8,5 до 396,3 нм. Установлена взаимосвязь между физико-химическими характеристиками пленок и 
адгезией на них мезенхимальных стволовых клеток. Показано, что мезенхимальные стволовые клетки эффективно 
адгезируют на вязкоэластичных бездефектных ультратонких мультислойных хитозан-содержащих пленках и фор-
мируют на их поверхности монослойную культуру фибробластоподобных клеток с высокой жизнеспособностью.
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 (n = 4; 4.5) with a thickness of 8.5 to 396.3 nm 
have been obtained. The relationship between the physicochemical characteristics of the films and the adhesion of 
mesenchymal stem cells to them has been determined. It has been shown that the mesenchymal stem cells effectively adhere 
to defect-free ultrathin multilayer viscoelastic chitosan-containing films and form on their surface a monolayer culture of 
fibroblast-like cells with high viability.
Keywords: polysaccharides, multilayer films, mesenchymal stem cells, adhesion, atomic force microscopy, phase contrast 
microscopy, fluorescence microscopy
Введение. В последние годы к наиболее бурно прогрессирующим направлениям относится 
регенеративная медицина. В значительной мере это обусловлено успехами в области восстанов-
ления патологически измененных тканей и органов с помощью трансплантированных в орга-
низм разнообразных, в том числе мезенхимальных стволовых клеток (МСК). На практике ис-
пользуют два основных приема трансплантации МСК: 
1) введение в организм (внутривенно или внутрь органов) суспензии исходных или соответ-
ственно дифференцированных стволовых клеток; 
2) введение в организм композитов (носитель-скаффолд � стволовая клетка, исходная или
дифференцированная).
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Использование носителей получило в последние годы широкое распространение, что послу-
жило основанием для выделения внутри регенеративной медицины особого направления «био-
материалы – тканеинженерные конструкции». Оказалось, что в составе композита мезенхималь-
ные стволовые клетки, с одной стороны, лучше делятся и, с другой – более активно выполняют 
свойственную им паракринную функцию. Кроме того, введенные в организм в составе тканеин-
женерной конструкции стволовые клетки менее подвержены миграции, обеспечивая этим усиле-
ние терапевтического действия в месте приложения вследствие пролонгированного влияния на 
прилегающие ткани [1–3]. 
Цель работы – создание биосовместимых носителей, к которым МСК проявляют высокую 
адгезию без потери своих функциональных свойств.
Материалы и методы исследования. В качестве биосовместимых носителей МСК исполь-
зовали мультислойные пленки, которые получали методом послойного осаждения полиэлектро-
литов путем чередующейся адсорбции поликатионов (хитозана (Хит) или полиэтиленимина 
(ПЭИ)) и полианионов (пектина цитрусового (Пект), сульфатированного декстрана (Декст), кар-
боксиметилцеллюлозы (КМЦ)), из их водных растворов с концентрацией 1,0–2,0 мг/мл на по-
верхность гидрофильного кремния (1 × 1 см) или стекла (2,5 × 1,5 см) [4]. Морфологию поверх-
ности полиэлектролитных пленок изучали атомно-силовой микроскопией (АСМ) в контактном 
режиме на сканирующем зондовом микроскопе MultiMode III (Veeco, USA). Шероховатость 
(Rms) поверхности пленок рассчитывали по АСМ-данным. Закономерности формирования 
мультислойных пленок изучали методом кварцевого микровзвешивания в жидкостной 
проточной ячейке на QCM-200 (Stanford Research Systems, USA). Для определения массы пленки 
использовали уравнение Сауэрбрея (Sauerbrey), при расчете толщины слоев h плотность 
материала пленок принимали равной 1,3 ± 0,1 г/см3 [4].
Обработку пленок стерилизующими агентами (1,5 мл 3 %-ного раствора H2O2 или 70 %-ного 
водного раствора C2H5OH) проводили в ламинарном боксе в чашках Петри в течение 3 или 24 ч. 
После инкубации пленки промывали стерильным фосфатно-солевым буфером (ФСБ). Для опре-
деления микробиологической чистоты их помещали в чашки Петри, содержащие 3 мл ростовой 
среды, инкубировали в течение 3 или 6 суток при 37 °С, затем отбирали 1,5 мл ростовой среды 
и доводили ее объем до 4 мл стерильным ФСБ. Далее отбирали аликвоты 2 мл во флаконы для 
последующей детекции в образцах аэробных или анаэробных микроорганизмов. Флаконы поме-
щались в микробиологический анализатор BacT/ALERT 3D 60 (bioMerieux, Франция), длитель-
ность анализа составляла 7 суток. 
Для выделения МСК проводилась ферментативная обработка гомогената жировой ткани 
крысы линии Вистар в 0,1 %-ном растворе коллагеназы при постоянном перемешивании 
в течение 30 мин при 37 °С. Затем клеточную суспензию фильтровали через капроновый фильтр 
(100 мкм), центрифугировали в течение 10 мин при 1500 об/мин, удаляли супернатант, осадок за-
ливали ростовой средой (ДМЕМ или альфа-МЕМ, содержащей 10 % эмбриональной телячьей 
сыворотки, 2 мМ L-глютамина, 0,01 мл базового раствора комплексного антибиотика-антимико-
тика). Клетки высевали в количестве 8 · 104 кл/мл на адгезионные пластиковые чашки Петри 
(Sarstedt, Германия). Культивирование клеток проводили в СО2-инкубаторе при 37 °С во влаж-
ной атмосфере при постоянном давлении 5 % СО2. Полную смену ростовой среды проводили 
каждые 72 ч. МСК крыс пассировали через 10–14 дней. Для этого монослой МСК промывали 
фосфатным буфером (рН 7,2) и обрабатывали раствором трипсин-ЭДТА (0,02–0,25 %) в течение 
3 мин при 37 °С. Для исследования адгезии МСК на мультислойных пленках использовались 
клетки 2–3 пассажей. Анализ иммунофенотипа МСК, проведенный с помощью проточного ци-
тофлуориметра (FACSCanto II, Becton Dickison, США), показал, что клетки культуры экспресси-
руют маркеры CD90 (�95 %), CD105 (�99 %), CD29 (�85 %) и CD44 (�95 %), типичные для МСК, 
в то время как экспрессия маркеров гемопоэтических клеток была незначительна: CD34 (<3 %), 
CD45 (<2 %). Эти данные свидетельствовали о высокой гомогенности культуры МСК и крайне 
низком содержании иных клеток.
В качестве носителей МСК использовали 4-бислойные пленки, содержащие в качестве поли-
катиона хитозан или полиэтиленимин, а в качестве полианиона – пектин цитрусовый, сульфати-
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рованный декстран или карбоксиметилцеллюлозу: (Хит/Декст)4, (Хит/Пект)4, (Хит/КМЦ)4, 
(ПЭИ/Декст)4, (ПЭИ/Пект)4, (ПЭИ/КМЦ)4, (Хит/Декст)4/Хит, (Хит/Пект)4/Хит, (Хит/КМЦ)4/Хит, 
(ПЭИ/Декст)4/ПЭИ, (ПЭИ/Пект)4/ПЭИ, (ПЭИ/КМЦ)4/ПЭИ. Предварительно пленки обрабатыва-
ли стерилизующим раствором, промывали ФСБ и высушивали при 37 °С. Далее пленки помеща-
ли в чашки Петри, наносили 0,1 мл суспензии МСК (104 клеток) в ростовой среде и инкубирова-
ли в термостате при 37 °С в течение 3 ч. После этого в каждую чашку Петри добавляли 2 мл ро-
стовой среды и далее культивировали при 37 °С во влажной воздушной атмосфере при 5 % СО2. 
После 5 суток культивирования ростовую среду удаляли, в чашки добавляли 2 мл ФСБ и анали-
зировали морфологию клеточной культуры методом световой фазово-контрастной микроско-
пии. В качестве контроля МСК культивировали на пластиковой поверхности чашки Петри для 
адгезионных культур.
Микроскопию МСК в режиме флуоресценции после культивирования клеток на носителях 
проводили на инвертированном микроскопе Olympus IХ71, используя флуоресцентный фильтр-
куб для зеленой и красной областей с параметрами возбуждения флуоресценции 420–495 и 520–
560 нм и ее регистрации при 505–560 и 620–720 нм соответственно. Пленки с МСК помещали 
в чашки Петри, содержащие 2 мл ФСБ, добавляли флуоресцентные красители (0,5 мкг/мл флуо-
ресцеиндиацетата (ФДА) и 5 мкг/мл пропидиумиодида), инкубировали 10 мин в темноте при 
комнатной температуре. Флуоресценцию регистрировали цифровой камерой DP72. Полученные 
изображения анализировали с помощью программного обеспечения Cell F (Olympus, Япония). 
Результаты и их обсуждение. Известно, что эффективность адгезии и функционирование 
животных клеток на полиэлектролитных мультислойных пленках зависят от толщины, вязко- 
эластичности, смачиваемости, шероховатости и заряда поверхности последних [5–8]. Сфор-
мированные 4-бислойные пленки имеют толщину от 8,5 до 396,3 нм, причем на основе хитозана 
формировались значительно более тонкие мультислои по сравнению с полиэтиленимином (та-
блица).
Характеристики мультислойных пленок





















h, нм 32,1 ± 1,4 8,5 ± 1,7 18,3 ± 0,7 396,3 ± 62,5 26,1 ± 2,7 78,3 ± 12,0
Rms
исходная
, нм 2,6 ± 0,9 1,5 ± 0,8 1,9 ± 0,4 19,8 ± 9,3 9,8 ± 0,6 4,8 ± 1,5
Rms
EtOH
, нм 1,8 ± 0,4 1,7 ± 0,9 1,3 ± 0,4 15,3 ± 5,0 3,3 ± 0,4 5,9 ± 0,5
Rms
H2O2
, нм 2,0 ± 1,2 1,2 ± 0,7 1,1 ± 0,2 17,4 ± 5,2 3,5 ± 1,0 6,7 ± 5,0
Rms
р. ср, нм 2,5 ± 0,4 3,1 ± 0,3 3,9 ± 0,8 15,7 ± 3,9 11,6 ± 1,0 2,1 ± 0,3





H2O2, Rmsр.ср. – шероховатость поверхности исходных пленок и пленок, 
выдержанных в 70 %-ном этиловом спирте (24 ч), 3 % H2O2 (3 ч) и ростовой среде (3 суток) соответственно.





H2O2, Rmsр.ср. – are the surface roughness of the initial films and the films maintained 
in 70 % ethyl alcohol (24 hours), 3 % H2O2 (3 hours) and in the growing medium (3 days) respectively.
Для сформированных мультислойных покрытий характерна зернистая структура поверхно-
сти с выпуклостями овальной формы (рис. 1). Пленки на основе хитозана (рис. 1, а–c) являются 
более гладкими и однородными по сравнению с ПЭИ-содержащими (рис. 1, d–f ). Так, значение 
Rms для пленок, при формировании которых в качестве поликатиона использовали ПЭИ, было 
в 3–8 раз больше, чем для покрытий, для которых использовали хитозан (таблица). Муль ти-
слойные хитозан-содержащие пленки имеют однородную бездефектную поверхность вне зави-
симости от входящего в их состав полианиона (рис. 1, а–c), в то время как морфология мульти- 
слоев на основе полиэтиленимина существенно зависит от полианиона. Ультратонкие (26,1 нм) 
покрытия на основе полиэтиленимина и декстрана достаточно однородны и имеют зернистую 
структуру (рис. 1, d). Более толстые (78,3 нм) пленки (ПЭИ/КМЦ)4 обладают рыхлой структурой 
 Doklady of the National Academy of Sciences of Belarus. 2017. Vol. 61, no. 3, pp. 38–46 41
(рис. 1, f ). Мультислои (ПЭИ/Пект)4 характеризуются зернистой морфологией поверхности с раз-
мерами агрегатов ~1,0–2,0 мкм и перепадом по высоте ~75,0 нм (рис. 1, e). Мультислойные плен-
ки, содержащие хитозан, проявляют более вязкие свойства по сравнению с покрытиями на осно-
ве полиэтиленимина. Эластичность пленок увеличивается в ряду (Хит/КМЦ)4 < (Хит/Пект)4 < 
(Хит/Декст)4 < (ПЭИ/Пект)4 < (ПЭИ/Декст)4 < (ПЭИ/КМЦ)4 [9].
Стерильность пленок, используемых в качестве матрицы для фиксации МСК, является необ-
ходимым условием для культивирования клеток. В лабораторных условиях и мелкосерийном 
производстве предпочтительно применять методы обеззараживания на основе дезинфицирую-
щих растворов. После обработки пленок (Хит/Декст)4, (Хит/Пект)4, (Хит/КМЦ)4, (ПЭИ/Декст)4, 
(ПЭИ/Пект)4, (ПЭИ/КМЦ)4, (Хит/Декст)4/Хит, (Хит/Пект)4/Хит, (Хит/КМЦ)4/Хит, (ПЭИ/Декст)4/
ПЭИ, (ПЭИ/Пект)4/ПЭИ, (ПЭИ/КМЦ)4/ПЭИ в течение 24 ч стерилизующими агентами (3 %-ным 
раствором H2O2 или 70 %-ным этанолом) бактериальной микрофлоры в ростовой среде через 
7 суток не обнаружено. Результаты тестов свидетельствуют об отсутствии бактерий, способных 
развиваться в условиях, благоприятных для активной пролиферации МСК. Эффективная стери-
лизация носителей также возможна и при сокращении времени обработки стерилизующими 
растворами до 3 ч. С помощью атомно-силовой микроскопии показано, что после выдерживания 
пленок в дезинфицирующих растворах (70 % C2H5OH или 3 % H2O2), а также в ростовой среде 
целостность покрытий не нарушается, сохраняется их однородность, шероховатость поверхно-
сти практически не меняется (таблица), либо происходит сглаживание рельефа. Следовательно, 
такие носители можно использовать для культивирования МСК.
Результаты световой микроскопии через 3 суток после нанесения МСК на поверхность носи-
телей свидетельствуют о том, что на пленках (Хит/КМЦ)4, (Хит/Пект)4 и (Хит/Декст)4 образует-
ся монослойная культура клеток (рис. 2, фазово-контрастная микроскопия). Клетки имеют раз-
мер и фибробластоподобную морфологию, соответствующую МСК, культивированным на по-
верхности чашки Петри (рис. 2, фазово-контрастная микроскопия). Для установления влияния 
заряда пленки на адгезию МСК были сформированы пленки с верхним слоем поликатиона (хи-
тозан). Показано, что на пленках (Хит/КМЦ)4/Хит, (Хит/Пект)4/Хит и (Хит/Декст)4/Хит 
мезенхимальные стволовые клетки также формируют монослойную культуру клеток фибробла-
стоподобной морфологии, как и на четырехбислойных системах с верхним слоем отрицательно 
заряженных полисахаридов. 
Рис. 1. АСМ-изображения пленок (Хит/Декст)4 (а), (Хит/Пект)4 (b), (Хит/КМЦ)4 (c), (ПЭИ/Декст)4 (d), (ПЭИ/Пект)4 (e), 
(ПЭИ/КМЦ)4 ( f )
Fig. 1. Atomic-force microscopy of the images of the films (chitosan/dextran)4 (а), (chitosan/pectin)4 (b), (chitosan/carboxy-
methylcellulose)4 (c), (polyethyleneimine/dextran)4 (d), (polyethyleneimine/pectin)4 (e), (polyethyleneimine/carboxymethyl- 
cellulose)4 ( f )
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Рис. 2. Микрофотография культуры МСК через 3 суток после их нанесения на поверхность пластика культурального 
флакона (а) и пленку (Хит/Декст)4 (b). Увеличение ×100
Fig. 2. Microphotograph of the culture of mesenchymal stem cells in 3 days after applying the cells over the plastic surface of 
cultured vial (а) and film (chitosan/dextran)4 (b). Magnification ×100
В зависимости от типа полианионного компонента пленки на основе полиэтиленимина МСК 
либо не прикрепляются к пленке ((ПЭИ/Пект)4), либо прикрепляются, но не распластываются 
((ПЭИ/КМЦ)4) (рис. 3, фазово-контрастная микроскопия). В случае пленки (ПЭИ/Декст)4 реги-
стрируются отдельные (до 2–3 %) неполноценно распластанные (маленькие, мало отростков, от-
ростки короткие и узкие) клетки. В то же время на пленках, в которых верхний слой образован 
положительно заряженным полиэтиленимином ((ПЭИ/Декст)4/ПЭИ, (ПЭИ/КМЦ)4/ПЭИ и (ПЭИ/
Пект)4/ПЭИ), методом светой микроскопии обнаруживаются отдельные маленькие колонии при-
крепленных клеток, которые хоть и имеют фибробластоподобную форму, но характеризуются 
более узкими отростками и меньшим размером по сравнению с контролем (МСК, культивиро-
ванные на чашке Петри). Кроме того, на этих пленках в культурах МСК присутствует множество 
мелких, округлых клеток. 
В клетках, культивированных на пленках (Хит/КМЦ)4, (Хит/Пект)4, (Хит/Декст)4, (Хит/
КМЦ)4/Хит, (Хит/Пект)4/Хит и (Хит/Декст)4/Хит, происходит активный гидролиз ФДА: реги-
стрируется интенсивная флуоресценция клеток в зеленой области спектра (505–560 нм) (рис. 2, 
флуоресцентная микроскопия, зеленая область). Это указывает на высокую активность внутри-
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клеточных эстераз и свидетельствует о наличии в культуре преимущественно жизнеспособных 
клеток [10]. Поскольку флуоресцирующий продукт гидролиза ФДА равномерно распределяется 
в клеточной цитоплазме, то флуоресцентное изображение отражает реальную форму клеток. 
Флуоресцирующие клетки на носителях (Хит/КМЦ)4, (Хит/Пект)4, (Хит/Декст)4, (Хит/КМЦ)4/
Хит, (Хит/Пект)4/Хит и (Хит/Декст)4/Хит имеют вытянутую по поверхности пленки фибробла-
стоподобную морфологию, которая соответствует таковой для МСК, культивированных на чаш-
ке Петри (рис. 2, флуоресцентная микроскопия, зеленая область), и согласуется с данными фазо-
во-контрастной спектроскопии. На пленках (ПЭИ/КМЦ)4 и (ПЭИ/Декст)4 зеленой флуоресцен-
цией обладали единичные клетки, имеющие округлую форму и небольшой размер (рис. 3, 
флуоресцентная микроскопия, зеленая область). Вероятнее всего данная флуоресценция принад-
лежит МСК, находящимся, по-видимому, в предапоптотическом состоянии, поскольку призна-
ком апоптоза – программируемой клеточной гибели, является конденсирование внутриклеточ-
ного содержимого и уменьшение размера клетки. На пленках (ПЭИ/Декст)4/ПЭИ, (ПЭИ/КМЦ)4/
ПЭИ и (ПЭИ/Пект)4/ПЭИ зеленую флуоресценцию проявляют как мелкие клетки, имеющие 
округлую форму, так и клетки, вытянутые по поверхности носителя, однако их количество по 
сравнению с пленками (Хит/КМЦ)4, (Хит/Пект)4, (Хит/Декст)4, (Хит/КМЦ)4/Хит, (Хит/Пект)4/
Хит, (Хит/Декст)4/Хит и контролем было незначительным (<20 %). 
Рис. 3. Микрофотография культуры МСК через 3 суток после нанесения клеток на пленку (ПЭИ/КМЦ)4. Увеличение 
×100
Fig. 3. Microphotograph of the culture of mesenchymal stem cells in 3 days after applying the cells over the fi lm (polyethyle-
neimine/carboxymethyl cellulose)4. Magnification ×100
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При возбуждении излучением в области 520–580 нм и регистрацией в красной области (620–
720 нм) фиксируется флуоресценция клеток, окрашенных пропидиум йодидом. Такой флуорес-
ценцией обладают клетки в состоянии некроза, мембранные структуры которых проницаемы 
для пропидиум йодида, что приводит к проникновению красителя внутрь клеток, связыванию 
его с ДНК и появлению флуоресценции в виде небольшого пятна, ограниченного размерами 
ядра. В жизнеспособных клетках ДНК недоступно для пропидиум йодида и флуоресценция от-
сутствует [10]. На хитозан-содержащих мультислойных пленках клетки с флуоресценцией, ха-
рактерной для некротических клеток, регистрируются в незначительном количестве (рис. 2, 
флуоресцентная микроскопия, красная область). Проведенный анализ показывает, что по отно-
шению к количеству клеток, обладающих зеленой флуоресценцией (жизнеспособные), количе-
ство некротических клеток в них составляет 2–5 �. В контроле количество некротических кле-
ток составляло около 5 �. Следует отметить, что монослой жизнеспособных МСК сохранялся на 
хитозан-содержащих пленках при культивировании в течение 7 суток. 
На пленке (ПЭИ/Пект)
4
 некротических клеток, как и жизнеспособных, не обнаружено. Это 
позволяет предполагать, что данный носитель в проведенной серии экспериментов проявляет 
либо токсическое действие на МСК, что привело к быстрой их гибели с последующим полным 





 регистрируется наличие некротических клеток (рис. 3, флуорес-
центная микроскопия, красная область). В данных образцах полного лизиса клеток не происхо-
дит и культура представлена МСК, находящимися в основном в состоянии некроза (60–80 �). 








Заключение. Таким образом, мезенхимальные стволовые клетки эффективно адгезируют на 
вязкоэластичных бездефектных ультратонких (<35 нм) мультислойных хитозан-содержащих 
пленках и формируют монослойную культуру фибробластоподобных клеток с высокой жизне-
способностью, при этом заряд поверхности не оказывает существенного влияния на их адгезию. 
К пленкам, сформированным на основе ПЭИ, МСК обладают крайне низкими адгезионными 
свойствами: визуализируются лишь отдельные жизнеспособные клетки и большое количество 
клеток, находящихся в состоянии некроза.
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